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Abstract of DEI 9732086 

Quantitative determination of eubacteria comprises performing a competitive, quantitative polymerase 
chain reaction (PGR) on a test sample, using fonA/ard and reverse primers (FP and RP) that bind to 
eubacterial 16S rRNA genes, in presence of a known amount of standard DNA (I). (I) is produced in a 
preliminary PGR using FP or RP plus a hybrid primer (HP) which: (a) binds to a sequence within the 
amplicon produced by FP and RP; and (b) has at its 5'-end the sequence for FP or RP. Both products 
(from sample and from (I)) are then quantified by: (a) separation on agarose electrophoretic gel, 
staining with ethidium bromide and video-densitometry; or (b) when using one of RP and FP in 5'- 
biotlnylated form, by binding to immobilised streptavidin, reaction with two digoxigenin (dig)-labelled 
probes, binding to different amplicons, and enzyme-linked oligonucleotide sorbent assay (ELOSA) 
using enzyme-coupled anti-dig antibodies. The content of eubacteria in the sample is then calculated 
from the ratio of product concentrations and the known amount of (I). 
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Prufungsantrag genn. § 44 PatG ist gestellt 

(S) Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien 

(§) Es ist die Aufgabe gesteitt, Eubakterien quantitati'v zu 
bestimmen. 

Die Aufgabe wird dadurch geldst, dal^ die Probe in einen 
Ansatz einer competitiven quantitativen PGR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer enthalt, die an 
16 S rRNA-Gene von Eubakterien binden, und der weiter- 
hin eine definierte Menge Standard-DNA enthalt die aus 
Vorwarts- oder Ruckwarts-Primer sowie einem Hybrid- 
Primer erhalten wurde, und daf^ nach Absolvieren eines 
Reaktionsregimes die DNA-Menge ermittelt wird. Es sind 
die quantitative Bestimmung der Summe aller Eubakte- 
rien sowie die quantitative Einzelbestimmung derSpezies 
moglich. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der 
Gesamtzahl von HubaJcterien sowie der Anzahl von Hubak- 
terien einzelner Spezies. 5 

£s ist bereits bekannt, Eubakterien nachzuweisen und 
ihre Zahl zu erfassen. Im allgemeinen erfolgt dabei keine 
Differenzierung der Bakterienspezies, zumindest ist diese 
nicht. ausreichend. So hat das Kultivieren von Eubakterien 
auf Nahrmedien den Nachleil, daS viele Bakterienarten gar 10 
nicht angesprochen und zum Wachstum veranlaBt werden. 
Die TJrsache liegt in der mangelnden Eignung der konuner- 
zielleri oder ublichen Nahrmedien. Viele Bakterienarten 
wachsen nur recht und schlecht, was auch auf die bisher un- 
zureichende Erforschung der Kultivierungsbedingungen fiir 15 
viele Baktmen zuriickzufuhren ist. 

FUr die quantitative Erfassung einzelner Bakterienspezies 
ist wcitcrhin die Unspczifitat der Nahrmedien nachtcilig. 
Mehrere Keimspezies wachsen mit ahnlicher Intensitat und 
verhindem eine Differenzierung. Es konnen auch nicht alle 20 
gewunschten Spezies erfaBt werden, well eben nur lebende» 
unbeschadigte Zellen wachsen, wahrend die anderen aus ei- 
nem Nachweis herausf alien. Dazu komml, da6 die Stoff- 
wechselprodukte der einen Spezies das Wachstum der ande- 
ren storen konnen, so da6 eine weitere MeBergebnisverfal- 25 
schung Platz greift. 

Nachtcilig sind auch Zeitbedarf und Kosten. Der Zeitbe- 
darf resultiert aus der gegebenen Geschwindigkeit der Zell-- 
vermehrung, die Kosten aus der Notwendigkeii der Verwen- 
dung spezieller Substrate, dem Einhalten spezifischer Kul- 30 
turbedingungen und der Pflege der Kulturen, die apparati- 
ven und manuellen Aufwand erfordert. 

Ein Teil der Bakterien darf aus Griinden erlassener Vor- 
schriften nur mit Tesddts uniersucht werden. Diese sind 
teuer. Der Ausweg ware das Durchfuhren der Arbeiten in ei- 35 
nem zertifizierten Labor. Das ist noch teurer und fur Routi- 
neuntersuchungen nicht mehr denkbar. 

Es ist weiterhin bekannt, Eubakterien diu-ch Phasenkon- 
trast- und/oder Dunkelfeldtnikroskopie nachzuweisen und 
zu bestimmen. 40 

Das hat aber den Nachteil, daB die Identifizierung siibjek- 
tiv verTalscht ist. Ursache dafiir ist die Beurteilung des Ge- 
sichtsfeldes im Mikroskop durch einen zwar erfahrenen Mi- 
krobiologen, der aber doch auf visuelle Weise arbeitet mit 
den daraus resultierenden Fehlerquellen. Auf diese Weise 45 
konnen Gruppen von Bakterienspezies identifiziert werden. 
meist keine einzelnen Arten. Der Grund ist in der habituel- 
len Ahnlichkeit der Untersuchungsobjekie zu sehen. Nach- 
tcilig ist weiterhin, daB der Analyt nur im status quo unter- 
sucht werden kann. Das kommt daher, daB unter den Analy- 50 
sebedingungen die Bakterien nicht wachsen konnen. 

Weiterhin sind Arbeiten bekannt geworden, Eubakterien 
iiber ihre Sloffwechselprodukte zu identifizieren. AUerdings 
sind viele Bakterien so nicht zu erfassen. Das liegt daran, 
daB nur eine begrenzte Anzahl von Stanunen und Arten spe- 55 
zifisch nachweisbare Sloffwechselprodukte frei setzt. Das 
wiederum fuhrt dazu, daB Gruppen von Bakterien erfaBt 
werden, weil verwandte Arten auch ahnliche StofTwechsel- 
produkte ausscheiden. Und eine Quantifizierung der Bakte- 
rien iiber ihre Sloffwechselprodukte ist gleich gar nicht 60 
moglich, weil die Intensitat des Stoffwechsels weder steuer- 
bar noch reproduzierbar ist. 

Es ist dartlber hinaus bekannt, Eubakterien mit immuno- 
logischen Methoden nachzuweisen. Diese Methoden sind 
tcucr. Ursache ist das notwcndigc Vcrwcndcn polyklonalcr 65 
Andseren oder monoklonaler Aniikdrper, die nur unter ho- 
hem Zeit- und Mitteleinsatz selbst herzustellen oder teuer zu 
erwerben sind. Diese Methoden haben sich daher nicht all- 



gemein durchsetzen k5nnen. Eine Quantifizierung einzelner 
Bakterienspezies mittels immunologischer Methoden ist nur 
bedingt moglich, da die Expression von Antigenen starken 
Schwankungen unterliegen kann. Fiir eine Erfassung der 
Gesamtbakterienzahl eignen sich immunologische Verfah- 
ren wegen der hohen Spezifitat der Antikorper prinzipiell 
nicht. 

SchiieBlich sind nucleinsaurebasierte Methoden bekannt. 
Diese werden in Hybridisierungsmethoden und in Polyme- 
rasekettenreaktion (PGR)- Verfahren unterschieden. Die Hy- 
bridisierungsmethoden setzen die Kenntnis geeigneter, 
meist mehrere hundert Basenpaare langer Zielsequenzen 
voraus. Bisher zeigt sich, daB die erreichte Sensitivitat der 
Hybridisierungsverfahren unzureichend ist. Die Ursache 
liegt darin, daB nur die gerade vorhandene Zahl von Bakte- 
rien nachgewiesen wird und keine Vermehrung des Analy- 
ten geschieht. Die bisher eingeseizten sekund^en VersiSr- 
kungsmittcl sind storanfallig und vcrhindcrn Ictztlich cine 
ausreichend genaue Quantifizierung. Hohe Sensitivitat ist 
nur durch radioaktive Methoden zu erreichen. Die Begleit- 
umstande aber sind eine aufwendige Methodik und Schwie- 
rigkeiten bei der Entsorgung der radioaktiven Abfalle. 

Die PGR setzt die Kennmis zweier kurzer, in geeignetem 
Abstand (hundert bis 2000 Basenpaare) voneinander ent- 
femter Sequenzen fiir die Priiiierbindung voraus. Sie isL, ne- 
ben der Kultivierung, die einzige Keimnachweismethode, 
bei der eine Vermehrung des Analyten erfolgt. Der Keim- 
nachweis erfolgt iiber die Amplifikation der Zielsequenz 
(Template). Die PGR ist eine qualitative Methode. Zwischen 
Template- und Produktmenge besteht ein extrem nichtlinea- 
rer, von zahlreichen experimentell schwer kontrollierbaren 
EinfluBgroBen bestimmter Zusanmienhang. Daher erlaubt 
die PGR beixn Bakteriennachweis nur eine ja/nein-Antwort, 
bestenfalls eine halb-quantitative Abschatzung der Keim- 
mengen, jedoch keine Quantifizierung. Die Kombination 
von hoher Sensiti\'itat und fehlender Quantifizierbarkeit 
fiihrt leicht zu falsch-positiven Ergebnissen. Damit ist die 
PGR fur den Nachweis voii Bakterien oft zu empfindlich 
und hai sich deshalb bisher in der Praxis nicht durchsetzen 
konnen. 

Die Erfindung hat das Ziel eine einfache, schnelle und 
preiswerte Methodik anzugeben, nach der Eubakterien 
nachgewiesen und quantitativ bestimmt werden konnen. 

Die Aufgabe ist darin zu sehen, in Ausgangsproben vollig 
unterschiediicher Herkunft, zum Bei spiel in humanem Ge- 
webe, in Sputum, aber auch in Abwasser, Kompostabluft 
und dergleichen Eubakterien zu bestimmen. Dabei soil eine 
Gesamtbestinunung der Bakterien ebenso mbglich sein wie 
der Einzelnachweis und die entsprcchende Bestimmung ein-. 
zelner Bakterienspezies. Jedermann soli den Bakterientest 
durchfuhren konnen, unabhangig von der Pathogenitat der 
nachzuweisenden Erreger. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch gelost, daB 
wie folgt verfahren wird. 

Von den verschiedenen methodischen Varianten der quan- 
titativen PGR wird die kompetitive qPGR mit homologem 
inneren Standard als Grundlage gewahlL Eine solche qPGR- 
Methode wird zur Bestimmung der Gesamtbakterienzahl 
verwendet (Verfahren zur quantitativen Bestimmung von 
Eubakterien in ihrer Summe). Dazu werden durch Daten- 
bankanalyse hochkonservierle Teilsequenzen in den 165 
rRNA-Genen von Eubakterien gesucht und zwei dazu kom- 
plement&re PCR-Primer (Vorwarts- und RUckwarts- Primer) 
synthetisiert. Mit diesen Primem ist ein PGR-Nachweis von 
Eubakterien unterschiediicher Spezies moglich. Dagcgcn 
werden mit Archaebakterien und Eukaryonten keine Ampli- 
fikate erhalten. Zur Gewinnung des homologen Standards 
wird ein Hybrid-Primer entworfen, der an eine Basenfolge 
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innerhalb der mil Vorwarts- und Ruckwarts-Primer amplifi- 
zierten Templatesequenz binder und an seinem 5 -Ende die 
Sequenz des Vorwarts- oder Ruckwarts-Primers iragt. Mit 
dem Hybrid-Primer und dem Ruckwart.s-Primer wird durch 
PGR mit E. coli DNA als Template der Standard syntheti- 
siert. Bei Zugabe bekannter Mengen dieses Standards zu 
bakterienhaltigen Proben und anschlieBender PGR mit dem 
Vorwarts- und dem Ruckwarts-Primer wird ein Ampiifikat- 
gemisch erhalren, dessen Zusammensetzung aus PCR-Pro- 
dukt von Bakterien-DNA und PCR-Produkt vom Standard 
exakt das Verhaltnis der Molekule von Bakterien-DNA und 
wStandard in der Probe wider spiegelt. Aus diesem Verhaltnis 
und derbekannten Menge zugesetzten Standards kann die in 
der Probe vorhandene Menge Bakterien-DNA bestimmt 
werden. Da die DNA-Menge pro Zelle konstant ist, erlaubt 
das Ergebnis eine Brmittlung der Zellzahl. Die Bestimmung 
der Mengen verhallnisse der PCR-Produkte von Bakterien- 
DNA und Standard-DNA crfolgt cntwcdcr 

- Nach Auftrennung der AmpHfikate in der Agarose- 
gelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensirometrie oder 

- (bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5'- 
biotinylierter Form) nach Immobilisieren an fixiertem 
Streplavidin durch Hybridisierung mil zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay (ELOSA) unter ^rwendung En- 
zym-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper. 

Die quantitative Bestimmung einzelner Bakterienspezies 
erfolgt mit analogen Methoden der kompetitiven PGR. Ab- 
weichend zum obigen Vorgehen werden dabei durch Daien- 
bankanalyse gerade speziesspezifische Teilsequenzen im 
16S rRNA-Gen des jeweiligen Bakteriums gesucht und 
zwei dazu komplementare PGR-Primer (Vorwarts- und 
Ruckwarts-Primer) synthetisiert. Die Spezifitat dieser Pri- 
mer wird in PGR uberprufl, die PCR-Bedingungen entspre- 
chend optimiert. Zur Gewinnung des homologen Standards 
wird ein Hybrid-Primer entworfen, der an eine Basenfolge 
innerhalb der mit den Primem amplifizierten Templatese- 
quenz bindet und an seinem 5'-Ende die Sequenz des Vor- 
warts-Primers tragt. Mit dem Hybrid-Primer und dem Ruck- 
warts-Primer wurde durch PGR mit DNA der zu quandfizie- 
renden Bakterienspezies als Template der Standard syntheti- 
siert. Bei Zugabe bekannter Mengen dieses Standards zu 
bakterienhaltigen Proben und anschlieBender PGR mit dem 
Vorwarts- und dem Ruckwarts-Primer wird ein Amplifikat- 
gemisch erhalten, dessen Zusammensetzung aus P*GR-Pro- 
dukt von Bakterien-DNA und PGR-Produkt vom Standard 
exakt das Veriialtnis der Molekule von Bakterien-DNA und 
Standard in der Probe widerspiegelt. Aus diesem Verhaltnis 
und der bekannten Menge zugesetzten Standards kann die in 
der Probe vorhandene Menge Bakterien-DNA besdmmt 
werden. Da die DNA-Menge pro Zelle konstant ist, erlaubt 
das Ergebnis eine Erminlung der Zellzahl. Die Besummung 
der Mengenverhaltnisse der PGR-Produkte von Bakterien- 
DNA und Standard-DNA erfolgt wie oben fiir die eubakte- 
rienspezifische PC^R beschrieben. 

Die Spezies-spezifischen Methoden der kompeutiven 
PGR wurden von uns bisher fiir mehrere Zahn- und Zahn- 
betterkrankungsrelevante pathogene Bakterien entwickelL 
Sie eignen sicb Jedoch prinzipiell zur Quantifiziening aller 
Eubakterien, fur die 16S rRNA-Gensequenzen bekannt sind, 

Im folgcndcn wird das crfindungsgcmafic Vcrfahrcn in 
Ausfuhrungsbeispielen erlautert. 
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1. Verfahren zur qu an ritauven Bestimmung von Eubakterien 
in ihrer Summe 

Vorwarts-Primer: AGTAGGTGGGAGGAGGG 
5 Ruckwart5-Primer: GGAGTAGGAGGGTATGTAATGG 
Hybrid-Primer AGTAGGTGGGAGGAGGGGGAAGTGA- 
GATGTGAAATGG 

1.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

10 

Mit Hybrid-Primer und Ruckwarts-Primer wird eine PGR 
unter Verwendung von E. coli DNA als Template durchge- 
fiihrt. 

Reaktionsbedingungen: 
15 Ansatzvolumen: 50 pi 

Primerkonzentration: je 40 pmoI/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 

Magncsiumchlorid: 0,1 fiMol/Ansatz 
Puffer: 5 pllO x Taq-Puffer 
20 Template: 1 ng E. coli DNA 

Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 
stems) 

Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 
Temperaturprofil : 
25 initial© Denaturierung: 10 min 95%" 
Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95% 
Annealing und Extension: 1 min 66**G 
Anzahl: 40 
30 Final Extension: 10 min 66%. 

Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der DNA-Poly- 
merase I wurde das PGR-Produkt (= Standard, 229 Basen- 
paare) in die Sinai-S telle von pUG18 kloniert 

35 1.2. Ermittlung einer Hchkurve 

Vorwarts-Primen AGTAGGTGGGAGGAGGG 
Ruckwarts-Primer: GGAGTAGGAGGGTATGTAATGG. 
Mit diesen Primem wird eine Serie von PGR durchgefiihrt. 
40 Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 
Template: 350 Molekule Standard 
5-1000 Bakterien-ZeUen 

Thermocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 
Produkte: Standard (229 Basenpaare), Bakterien-PGR-Pro- 
45 dukt (294 Basenpaare). 

1.3. Quantitative Bestinmiung PGR-Produkte 

1.3.1. Auftrennung der Produkte von 1.2. auf 2% Agaro- 
50 segel, Anfarben mit Ethidiumbromid, videodensitometri- 

sche Bestimmung der Mengen der beiden PGR-Produkte. 

1.3.2. (bei Verwendung des Ruckwarts-Primers in 5'-bio- 
tinyUerter Form) nach Teilung des PGR-Produkts in zwei 
Aliquote erfolgt Bindung an mit Streptavidin beschichtetes 

55 ReaktionsgefaB (Mikrotiterplatte), Denaturierung mit 
NaOH, Hybridisierung mit je einer Digoxigeninmarkierten 
DNA-Sonde, 

eine spezifisch fiir die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Bakterien-DNA und Standard gemeinsam ist (DICJ- 

60 GGTGAGGTGGGAAAGGGTGG) und 

eine die an die Sequenz bindet, die im PGR-Produkt von 
Bakterien-DNA, nicht aber im PGR-Produkt vom Standard 
vorhanden ist (DIG-GGGAOOOTGGAAGGGTTAATG). 
AnschlieBende absorptionsphotometrische quantitadve 

65 Bcstinunung der gcbundcncn Sondcnmcngcn mittels En- 
zyme-linked OLigonukleotide Sorbent Assay (ELOSA) un- 
ter Verwendung Peroxidase-gekoppelter Anti-DIG-Anukor- 
per; Auswertung im Mikro-titerplattenphotometer (Anihos). 



1.4. Erstellen einer Eichkurve 



2.3. Quantitative Bestimmung PC R-Produkte 



Auftragen des Quotienten der PCR-Produktmengen von 
Standard und BakTerien gegen die voi^elegte Bakt.erienzahl 
(unter Beriicksichtigung von 7 Kopien des 16S iRNA-Gens 
je Bakteriengenom). 

1.5. Quantitative Bestimmung von Eubakterien 

Wie unter 1.2 aber anstelle der E. coli-Zellen 2 ^1 bakte- 
rienhaltige Probe. 

Behandlung der K3R-Produkte wie unter 1.3. 

Auswertung des gemessenen Quotienten der PCR-Pro- 
duktmengen von Standard und Probe mittels Eichkurve 
(lA). 

2. Verfahren zurquantiiativen Besdmmung von Eubakterien 
cincr Spczics am Bcispicl der Bcstimmungsmcthodc fiiir 
Streptococcus muians 

Vorsvarts-Primer: GGTCAGGAAAGTCTGGAGIAA- 
AAGGCTA 

Ruckwarts-Primer: GCGTTAGCTCCGGCACTAAGCC 
Hybrid-Primen GCGTIAGCTCCGGCAC- 
TAAGCCGCTACCCACGCTTTCGAGC 

2.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

Mit Hybrid-Primer und Vorwarts-Primer wird eine PGR 
unter Verwendung von Streptococcus mutans DNA als Tem- 
plate durchgefiihrt. 
Reaktionsbedingungen: 
Ansatzvolumen: 50 pi 
Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 
Magnesiumchlorid: 0,1 |iMol/Ansatz 
Puffer: 5 pi 10 x Taq-Puffer 
Template: 1 ng Streptococcus mutans DNA 
Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 
stems) 

Themiocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 
Temperaturprofil: 

initiale Denaairierung: 10 min 95°C 
Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95°C 
Annealing: 1 min 55**C 
Extension: 1 min 72*'C 
Anzahl: 40 

Final Extension: 10 min 72°C. 

Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der DNA-Poly- 
merase I wurde das PCR-Produkt (= Standard, 217 Basen- 
paare) in die Smal-Stelle von pUC18 kloniert. 

2.2. Ermittlung einer Eichkurve 

Vorwarts-Primer: GGTCAGGAAAGTCTGGAGTAA- 
AAGGCTA 

Ruckwarts-Primer: GCGTTAGCTCCGGCACTAAGCC 
Mit diesen Primem wird eine Serie von PC^R durchge- 
fiihrt. Reaktionsbedingungen: wie oben, aba: 
Template: 350 Molekule Standard 
5-1 (XX) Zellen Streptococcus mutans 
Thennocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 
Produkte: Standard (217 Basenpaare), Bakterien-PCR-Pro- 
dukt (282 Basenpaare). 



2.3.1. Auftrennung der Produkte von 2.2. auf 2% Agaro- 
segel, Anfarben mit Et.hidiumbromid, videoden.sitometri- 
5 sche Besdnamung der Mengen der beiden PC R-Produkte 
2.3.2. (bei Verwendung des Riickwarts-Primers in 5'-bioti- 
nylierter Form) nach Teilung des PCR-Produkts in zwei Ali- 
quote Bindung an mit Sureptavidin beschichtetes Reaktions- 
gefaB (Mikroiiterplatte), Denaturierung mit NaOH, Hybridi- 

10 sierung mit je einer Digoxigeninmarkierten DNA-Sonde, 
eine spezifisch fiir die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Streptococcus mutans-DNA und Standard gemeinsam ist 
(DIG-CGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGC) und 
eine die an die Sequenzbindet, die im PCR-Produkt von 

15 Streptococcus mutans-DNA, nicht aber im PCR-Produkt 
vom Standard vorhanden ist 

(DIG-GGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTG), 

AnschUcBcndc absorptionsphotomctrischc quantitative 
Bestimmung der gebundenen Sondenmengen mittels En- 
20 zy me- linked Oligonukleotide Sorbent assay (ELOSA) unter 
Verwendung Peroxidase-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper; 
Auswertung im Mikrotiterplattenphotometer (Anthos). 

2.4. Erstellen einer Eichkurve 

25 

Auftragen des Quotienten der PCR-Produktmengen von 

Standard und Bakterien gegen die vorgelegte Bakterienzahl 
(unter Beriicksichdgung von 7 Kopien des 16S rRNA-Gens 
je Bakteriengenom). 

30 

2.5. Quantitative Bestinunung von Streptococcus mutans 

Wie unter 2.2 aber anstelle der Streptococcus mutans-Zel- 
len 2 pi bakterienbaltige Probe. 
3.5 Behandlung der PCR-Produkte wie unter 2.3. 

Auswertung des gemessenen Quotienten der PCR-Pro- 
duktmengen von Standard und Probe mittels Eichkurve 
(2.4.). 

40 3. Verfahren zur quaniitativen Besdmmung von Eubakterien 
einer Spezies am Beispiel der Bestimmungsmetliode fiir Ac- 
dnobaciUus acdnomycetemcomitans 

Vorwarts-Primer: GTTTAGCCCTGGTGCCCGAAG 
45 Riickwarts-Primer: TGACCjGGCGGTGTTACAAGG 
Hybrid-Primen GTTTAGCCCTGGTGCCCGAAGCA- 

caagcggtggagcatgtgg 

3.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

50 

Mit Hybrid-Primer und Ruckwartsprimer wird eine PCR 

unter Verwendung von Actinobacillus actinomycetemcomi- 

tans DNA als Template durchgefiihrt. 

Reaktionsbedingungen: 
55 Ansatzvolumen: 50 pi 

Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 

dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 

Magnesiumchlorid: 0,1 pMol/Ansatz 

Pufifer: 5 pi 10 x Taq-Puffer 
60 Template: 1 ng Actinobacillus actinomycetemcomitans 

DNA 

Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 
stems) 

Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 
65 Tcmpcratuiprofil: 

initiale Denaturierung: 10 min 95*^C 
Zyklen: 

Dienaturierung: 1 min 95°C 
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Annealing: 1 min 55**C 
Extension: 1 min 72**C 
Anzahl: 40 

Final Hxtension: 10 min ll^'C. 

Nach Behandlung niit Klenow-Fragment der DNA-Poly- 
merase I wurde das PCR-Produkl (= Standard, 473 Basen- 
paare) in die Sinai-Stelle von pUC18 kloniert. 

3.2. Erniitdung einer Eichkurve 

Vorwarts-Primer: GTTTAGCCCTGGTGCCCGAAG 
Riickwarts-Primer: TCjAC:GCKK:(j(}TCJT(jTAC:aA(Kj. 

Mit- diesen Primem wird eine Serie von PCR durchge- 
fuhrt. 

Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 

Template: 350 Molekule Standard 

5-1000 Zellen Actinobacillus actinomycetemcomitans 

Thcrmocyclcr, Tcmpcraturprofil und Zyklcn wic obcn. 

Produkte: Standard ( 473 Basenpaare), Bakterien-PCR-Pro- 

dukt (547 Basenpaare). 

3.3. Quantitative Bestimmung PCR-Produkte 

3.3.1. Auftrennung der Produkte von 3.2. auf 2% Agaro- 
segel, Anlarben iiiit Ethidiuinbroiiiid, videodensiLomelri- 
sche Bestimmung der Mengen der beiden PCR-Produkte. 

3.3.2. (bei Verwendung des Vorwarts-Primers in 5-bioti- 
nylierter Form) nach Teilung des PCR-Produkts in zwei Ali- 
quote Bindung an mit Streptavidin beschichtetes Reaktions- 
gefaB (Mikrotiterplatte), Denaturierung mitNaOH, Hybridi- 
sierung mit je einer Digoxigeninmarkierten DNA-Sonde, 
eine spezifisch fur die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Actinobacillus actinomycetemcomitans-DNA und Standard 
gemeinsam ist 

CDIG-GCACXjTGTGTAGCCCTACTCXjTAACCCG) und 
eine die an die Sequenzbindet, die im PCR-Produkt von Ac- 
tinobacillus actinomycetemcondtans-DNA, nicht abCT im 
PCR-Produkt vom Standard vorhanden ist 
(DIG-GTTTTAACCTTGCGGCCGTACTGGG). 

AnschlieBende absorptionsphotometrische quantitative 
Bestimmung der gebundenen Sondenmengen mittels En- 
zyme-linked OUgonukleotide Sorbent assay (ELOSA) unter 
Verwendung Peroxidase-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper; 
Auswertung im Mikrotiterplattenphotometer (Anthos). 

3.4. Erstellen einer Hchkurve 

Auftragen des Quotienten der PCR-Produktmengen von 
Standard und Bakterien gegen die vorgelegte Bakterienzahl 
(unter Beriicksichtigung von 7 Kopien des 16S rRNA-Gens 
je Bakteriengenom). 

3.5, Quantitative Bestimmung von Actinobacillus actino- 
mycetemcomitans 

Wie unter 3.2 aber anstelle der Actinobacillus actinomy- 
cetemcomitans-ZeUen 2 \x\ bakterienhaltige Probe. 

Behandlung der PCR-Produkte wie unter 3,3. 

Auswertung des gemessenen Quotienten der K^R-Pro- 
duktmengen von Standard und Probe mittels Bichkurve 
(3.4.). 

4. Verfahren zur quantitati ven Bestimmung von Eubakierien 
einer Spezies am Beispiel der Bestimmungsmethode fllr 
Porphyromonas gingivalis 

Vorwaris-Primer: GGGATTGAAATGTAGATGACTGATG 
Ruckwarts-Primer: CCTTCAGGTACCCX:CGACr 
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Hybrid-Primer: GGGATTGAAATGTAGATGACTGATG 
TCAGCTCGTGCCGTGAG 

4.1 . Syn these des homologen Kompetitors (Standard) 

5 

Mit Hybrid-Primer und Ruckwartsprimer wird eine PCR 

unter Verwendung von Porphyromonas gingivalis DNA als 

Template durchgefuhrt. 

Reaktionsbedingungen: 
10 Ansatzvolumen: 50 pi 

Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 

dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 

Magnesiumchlorid: 0,1 jiMol/Ansatz 

Puffer: 5 pi 10 x Taq-Puifer 
15 Template: 1 ng Porphyromonas gingivalis DNA 

Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 

stems) 

Thcrmocyclcr: GcncAmp 2400 (Applied Biosystcms) 
Te mperaturprofil: 
20 initiale Denaturierung: 10 min 95 °C 
Zyklen: Denaturierung: 
1 min 95°C 

Annealing: 1 min 55°C 
Extension: 1 min 72°C 
25 Anzahl: 40 

Final Extension: 10 nun 72**C. 

Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der DNA-Poly- 
merase 1 wurde das PCR-Produkt (= Standard, 4(X) Basen- 
paare) in die Smal-Stelle von pUC18 kloniert, 

30 

4.2. Ermittlung einer Bichkurve 

Vorwarts-Primer: GGGATTGAAATGTAGATGACTGATG 
Ruckwarts-Primer: CCTTCAGGTACCCCCGACT. 
.^5 Mit diesen Primem wird eine Serie von PCR durchge- 
fuhrt. 

Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 
Template: 350 Molekule Standard 
5-1000 Zellen Porphyromonas gingivalis 
40 Thermocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 
Produkte: Standard (4(X) Basenpaare), Bakterien-PC R-Pro- 
dukt (499 Basenpaare). 

4.3. Quantitative Bestinunung PC R-Produkte 

45 

4.3. 1 .. Auftrennung der Produkte von 4,2. auf 2% Agaro- 
segel, Anfarben mit Elhidiumbromid, videodensitometri- 
sche Bestimmung der Mengen der beiden PCR-Produkte. 

4,3.2, (bei Verwendung des Riickwarts-Primers in 5 -bio- 
50 unylierter Form) nach Teilung des PCR-Produkts in zwei 
Aliquote Bindung an mit Streptavidin beschichtetes Reakti- 
onsgefaB (Mikrotiterplatte), Denaturierung mit NaOH. Hy- 
bridisierung nut je einer Digoxigeninmarkierten DNA- 
Sonde, 

55 eine spezilisch fur die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Porphyromonas gingivalis-DNA und Standard gemeinsam 
ist 

(DIG-GTTTTAACCTTGCGGCCGTACTGGG) und 
eine die an die Sequenzbindet, die im P(3R-Produkt von Por- 
60 phyromonas gingivalis-DNA, nicht aber im PCR-Produkt 
vom Standard vorhanden ist 

(DIG-GCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAACCCG). 

AnschlieBende absorpuonsphotometiische quantitative 
Bestimmung der gebundenen Sondenmengen nuttels En- 
65 zymc- linked Oligonuklcotidc Sorbent assay (ELOSA) unter 
Verwendung Peroxidase-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper; 
Auswertung im Mikrotitetplattenphotomeier (Anthos). 
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4.4. Erstellen einer Eichkurve 
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5.3. Quantitative Bestimmung PCR-Produkte 



Auftragen des Quotienten der PCR-Produktmengen von 
Standard und Bakterien gegen die voigelegte Bakterien/ahl 
(unter Beriicksichtigung von 7 Kopien des 16S rRNA-Gens 
je Bakteriengenoni). 

4,5. Quantitative Bestimmung von Poiphyromonas gingiva- 

Us 

Wie unter 4.2 aber anstelle der Porphyromonas gingivalis 
Zellen 2 ^1 bakterienhaltige Probe. 

Behandlung der PCR-Produkte wie unter 4.3. 

Auswertung des gemessenen Quotienten der PCR-Pro- 
duktmengen von Standard und Probe mittels Eichkurve 
(4.4.). 

5. Vcrfahrcn zur quantitativcn Bestimmung von Eubaktcricn 
einer Spezies am Beispiel der Bestimmungsmethode fiiir 
Prevotella intermedia 

Vorwarts-Primer: AACGGCATTATGTGCTTGCAC 
Ruckwarts-Primer: CTCAAGTCCGCCAGTTCGCG 
Hybrid-Primer 

CTCAAGTCCGCCAGTTCGCGCCTGGACC^CCGTA- 
TTACC 

5.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

Mit Hybrid-Primer und Vorwartsprimer wird eine PCR 
unter Verwendung von Prevotella intermedia DNA als Tem- 
plate durchgefiihrt. 
Reaktionsbedingungen : 
Ansatzvolumen: 50 yl 
Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 
Magnesiumchlorid: 0,1 pMol/Ansatz 
Puffer: 5 jjI 10 x Taq-Puffer 
Template: 1 ng Prevotella intermedia DNA 
Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 
stems) 

Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 
Temperaturprofil: 

initiale Denaturierung: 10 min 95'*C 
Zvklen: Denaturierung: 
rmin95°C 

Annealing: 1 min 60**C 
Extension: 1 min 72**C 
Anzahl: 40 

Final Extension: 10 min 72°C. 

Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der DNA-Poly- 
merase 1 wurde das PCR-Produkt (= Standard, 502 Basen- 
paare) in die Smal-Stelle von pUC18 kloniert. 

5.2. &mittlung einer Eichkurve 

Vorwarts-Primer. AACGGCATTATGTGCTTGCAC 
Ruckwarts-Primer: CTCAAGTCCGCCAGTTCGCG. 

Mit diesen Primem wird eine Serie von PCR durchge- 
fiihrt. 

Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 

Template: 350 Molekule Standard 

5-1000 ZeUen Prevotella intermedia 

Thermocycler, T&mperaturprofil und Zyklen wie oben. 

Produktc: Standard (502 Bascnpaarc), Baktcricn-PCR-Pro- 

dukt (489 Basenpaare). 



5.3.1. Auftrennung der Produkte von 5.2, auf 2% Agaro- 
segel, Anfarben mit Kthidiumbromid, videodensirometri- 

5 sche Bestimmung der Mengen der beiden PCR-Produkte. 

5.3.2. (bei Verwendung des Ruckwarts-Primers in 5'-bio- 
tinylierter Form) nach Teilung des PCR-Produkts in zwei 
Aliquote Bindung an mit Streptavidin beschichtetes Reakti- 
onsgefaB (Mikrotiterplatte), Denaturierung mit NaOH, Hy- 

10 bridisierung mit je einer Digoxigeninmarkierten DNA- 
Sonde, 

eine spezifisch fiir die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Prevotella intermedia-DNA und Standard gemeinsam ist 
(DIG-GGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGG) 
15 und ' 

eine die an die Sequen2l)indet, die im PCR-Produkt von Pre- 
votella intermedia-DNA, nicht aber im PCR-Produkt vom 

Standard vorhandcn ist 

(DIG-GGCGGTCTGTTAAGCGTGTTGTGAAATT- 
20 TAGG). 

AnschlieBende absorptionsphotometrische quantitative 
Bestiimnung der gebundenen Sondenmengen mittels En- 
zyme-linked Oligonukleotide Sorbent assay (ELOSA) unter 
Verwendung Peroxidase- gekoppelter Anti-DIG-Antikorper; 
25 Auswertung iiii Mikrotilerplatlenphotoineier (Anlhos). 

5.4. Erstellen einer Eichkurve 

Auftragen des Quotienten der PCR-Prodiiktmengen von 
30 Standard und Bakterien gegen die vorgelegte Bakterienzahl 
(unter Beriicksichtigung von 7 Kopien des 16S rRNA-Gens 
je Bakteriengenom). 

5.5. Quantitative Bestimmung von Prevotella intermedia 

35 

Wie unter 5.2 aber anstelle der Prevotella intermedia Zel- 
len 2 \i\ bakterienhaltige Probe. 

Behandlung der PCR-Produkte wie unter 5.3. 
Auswertung des gemessenen Quotienten der PCR-Pro- 
40 duktmengen von Standard und Probe mittels Eichkurve 
(5.4.). 

6. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien 
einer Spezies am Beispiel der Bestimmungsmethode fur Ei- 
45 kenella corrodens 

Vorwarts-Primen CGATTAGCTGTTGGGCAACTT 
RUckwarts-Primen ACX:CTCTGTACCGACCATTGTAT 
Hybrid-Primer: ACCCTCTGT^CCGACCATTGTA- 
50 TACCTTCCTCCGGTTTGTC 

6.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

Mit Hybrid-Primer und Vorwartsprimer wird eine PCR 
55 unter Verwendung von Eikenella coirodens DNA als Tem- 
plate durchgefUhrt 

Reaktionsbedingungen : 

Ansatzvolumen: 50 ^1 

Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
60 dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 

Magnesiumchlorid: 0,1 pMol/Ansatz 

Puffer: 5 pi 10 x Taq-Puffer 

Template: 1 ng Eikenella corrodens DNA 

Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-T^q Gold (Applied Biosy- 
65 stems) 

Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 

Temperaturprofil: 

initiale Denaturierung: 
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10 min 95X^ 

Zyklen: Denaturierung: 1 min 95**C 
Annealing: 1 niin SS^'C 
Extension: 1 min 72**C 

Anzahl: 40 5 
Final Extension: 10 min ll'^C, 

Nach Behandlung mil Klenow-Fragment der DNA-Poly- 
merase I wurde das PCR-Produki (= Standard, 359 Basen- 
paare) in die Smal-Stelle von pUClS kloniert. 

10 

6.2. Ermittlung einer Eichkurve 

Vorwarts-Primer: CGATTAGCTGTTGGGCAACTT 
Ruckwarts-Primer: ACCCTCTGTACCGACCATTGTAT. 

Mit diesen Primem wird eine Serie von PCR durchge- is 
fuhrt. 

Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 
Template: 350 Molckiilc Standard 
5-1000 Zellen Eikenella corrodens 

Thennocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 20 
Produkte: Standard (359 Basenpaare), Bakterien-PCR-Pro- 
dukt (410 Basenpaare). 

6.3. Quantitative Bestimmung PCR-Produkte 

25 

6.3.1. Auftrennung der Produkte von 6,2. auf 2% Agaro- 
segel, Anfarben mit Ethidiumbromid, videodensitometri- 
sche Bestimmung der Mengen der beiden PCR-Produkte. 

6.3.2. (bei Verwendung des Riick warts-Primers in 5'-bio- 
tinylierter Form) nach Teilung des PCR-Produkts in zwei 30 
Aliquote Bindung an mit Streptavidin beschichtetes Reakti- 
onsgefaB (Mikrotiterplatte), Denaturierung mit NaOH, Hy- 
bridisierung mit je einer Digoxigeninmarkierten DNA- 
Sonde, 

eine spezifisch fiir die Sequenz, die den Amplifikaten von 35 
Eikenella corrodens-DNA und Standard gemeinsam ist 
CDIG-AACGCXiAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATG) 
und eine die an die Sequenzbindet, die im PCR-Produkt von 
Eikenella corrodens-DNA, nicht aber im PCR-Produkt vom 
Standard vorhanden ist 40 
(DIG-GGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATG). 

AnschlieBende absorpUonsphotometrische quantitative 
Bestimmung der gebundenen Sondenmengen mittels En- 
zyme-linked Oligonukleotide Sorbent assay (ELOSA) unter 
Verwendung Peroxidase-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper; 45 
Auswertung im Mikrotiterplatleiiphotometer (Anthos). 

6.4. Erstellen einer Eichkurve 

Auftragen des QuoUenten der PCR-Produktmengen von 50 
Standard und Bakterien gegen die voigelegte Bakterienzahl 
(unter Beriicksichtigung von 7 Kopien des 16S rRNA-Gens 
je Bakteriengenom). 

6.5. Quantitative Bestimmung von Eikenella corrodens 55 

Wie unter 6.2 aber ansteUe der Eikenella corrodens Zellen 
2 fil bakterienhaltige Probe. 

Behandlung der P(!!R-Produkte wie unter 6.3. 

Auswertung des gemessenen Quotienten der PCR-Pro- 60 
duktmengen von Standard und Probe mittels Eichkurve 
(6.4.). 

PaieniahsprUche 

65 

1. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eu- 

bakterien dadurch gekennzeichnet, daB 

eine biologische Probe entnommen wird, in einen An- 



satz einer competitiven quantitativen PCR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer entlialt, die 
an in 16S rRNA-Genen von Eubakterien binden, 
und der eine definierte Menge einer Standard- DNA 
enthalt, die in einer vorangegangenen PCR-Reaktion 
unter Verwendung von Vorwarts- oder Ruckwarts-Pri- 
mer und einem Hybrid- Primer, der an eine Basenfolge 
innerhalb der mit Vorwarts- und Ruckwarts-Primer am- 
plifizierten Templatesequenz bindet und an seinem 5'- 
Ende die Sequenz des Vorwarts- oder Ruckwarts-Pri- 
mers tragt, 

und der an sich bekannte, fur die P(!R erforderhche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt; der Ansatz einschlieB- 
lich der biologischen Probe wiederholt einem Tempe- 
ratunegime unterworfen wird 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 
scgclclcktropborcsc und DNA-Farbung mittels Etliidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5- 
biotinyUerter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG- Antikorper 
bestimmt werden 

und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PCR- Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

2. Verfatiren zur quantitativen Bestimmung von Eu- 
bakterien in iiirer Summe nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB 

eine biologische Probe entnommen wird, 
in einen Ansatz einer competitiven quantitativen PCR 
gegeben wird, der Vorwarts- iind Ruckwarts-Primer 
enthalt, die an in 16S rRNA-Genen von Eubakterien 
hochkonservierte Teilsequenzen binden 
und der eine definierte Menge einer Standard-DNA 
enthalt, die in einer vorangegangenen PCR-Reaktion 
unter Verwendung von Vorwarts- oder Ruckwarts-Pri- 
mer und einem Hybrid-Primer, der an eine Basenfolge 
innerhalb der mit Vorwarts- und Ruckwarts-Primer am- 
plifizierten Templatesequenz bindet und an seinem 5'- 
Ende die Sequenz des Vorwarts-, oder Riickwarts-Pri- 
mers tragt, bergestelli worden sind 
und der an sich bekannte, fUr die PCR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, der Ansatz einschlieB- 
lich der biologischen Probe wiederholt einem Tempe- 
raturregime unterworfen wird 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 
segelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5'- 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden nuttels Enzyme-linked oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG- Antikorper bestimmt werden 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PCR- Ansatz zugcgcbcncn Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

3. Verfahren zur quantitadven Besdmmung von Eu- 
bakterien einer Spezies nach Anspruch 1, dadurch ge- 
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kennzeichnei, da6 

einc biologische Probe entnommen wird, in einen An- 
satz einer competitiven quantitativen PGR gegeben 
wird, der Vorwarts- und "Riiclcwarts-Prinner enthalt^ die 
an fur diese Spezies spezifischen Teilsequenzen im 16S 5 
rRNA-Gen binden 

und eine definierte Menge einer Standard-DNA ent- 
halt, die in einer vorangegangenen PCR-Reaktion unter 
Verwendung von Vorwarts- oder Riickwans-Primer 
und einem Hybrid-Primer, der an eine Basenfolge in- 10 
nerhalb der niit Vorwarts- und Riickwarts-Primer am- 
plifizierten Templaiesequenz bindet und an seinem 5- 
Ende die Sequenz des Vorwarts-, oder Riickwarts-Pri- 
mers tragt, hergestellt wurden, 

und an sich bekannte, fur die PGR erforderliche Hilfs- 15 
und Nebenstoffe enthalt, der Ansatz einschlieBlich der 
biologischen Probe wiederholt einem Temperaturre- 
gimc untcrworfcn wird 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Aufurennung der Amplifikate in der Agaro- 20 
segelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensirometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5'- 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
SUieplavidin durch Hybridisierung niil zwei an ver- 25 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelier And-DIG-Antikorper besdmmt werden 
und anschlieBend aus dem Vertialtnis der beiden Pro- 30 
duktkonzentradonen und der bekannten Menge des 
zum PCR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe erinittelt wird, 

4. Verfahren zur quandtauven BesUmmung von Strep- 
tococcus mutans dadurch gekennzeichnet, da6 -^5 
eine biologische Probe entnommen wird, in einen An- 
satz einer competitiven quantitativen PGR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Riickwarts-Primer enthalt, die 
an fur Streptococcus mutans spezifischen Teilsequen- 
zen im 16S rRNA-Gen binden 40 
und der Ansatz eine definierte Menge einer Standard- 
DNA enthalt, die in einer vorangegangenen PGR-Re- 
aktipn unter Verwendung von Vorwarts-Primer und ei- 
nem Hybrid-Primer, der an eine Basenfolge innerhalb 
der mit Vorwarts- und Riickwarts-Primer amplifizier- 45 
ten Templatesequenz bindet und an seinem 5'-Ende die 
Sequenz des Ruckwarts-Primers ti^gt, hergestellt 
wurde 

und der an sich bekannte, fur die PGR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, der Ansatz einschHeB- 50 
lich der biologischen Probe 40 mal folgendem Tempe- 
raturregime unterworfen wird: initiale Denaturierung: 
10 min 95°G, Denaturierung: 1 min 95°G, Annealing: 
1 niin 55^G, Extension: 1 min 72**G, Final Extension: 
10min72**G 55 
und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 
segeleleklrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensiiometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PGR-Primer in 5- 60 
biotinyherter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende» Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyrae-Unked Oligonukleo- 
tidc Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gckop- 65 
pelter Anti-DIG- Antik5iper bestinunt werden 
und anschlieBend aus dem Verfaaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 



zum PGR- Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermitlelt wird. 

5. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Actin- 
obacillus actinoniycetemcomitans dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 

eine biologische Probe entnommen wird, in einen An- 
satz einer competitiven quantitativen PGR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Riickwarts-Primer enthalt, die 

an fur Actinobacillus actinomycetemcomitans spezifi- 
schen Teilsequenzen im 16S rRNA-Gen binden 
und der Ansatz eine definierte Menge einer Siandard- 
DNA enthalt, die in einer vorangegangenen PGR-Re- 
aktion unter Verwendung von Riickwarts-Primer und 
einem Hybrid-Primer, der an eine Basenfolge innerhalb 
der mit Vorwarts- und Riickwarts-Primer amplifizier- 
ten Templatesequenz bindet und an seinem 5'-Ende die 
Sequenz des Vorwarts-Primers tragt, hergestellt wurde 
und der an sich bekannte, fiir die PGR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, der Ansatz einschlieB- 
hch der biologischen Probe 40 mal folgendem Tempe- 
raturregime unterworfen wird: initiale Denaturierung: 
10 min 95°G, Denaturierung: 1 min 95°G, Annealing: 
1 min 55^G, Extension: 1 min 72°G, Final Extension: 
10 min 72**G 

und quantiladv die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 
segelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Elhidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PGR-Primer in 5'- 
biotinyherter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden nuttels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG- Antikoiper bestimmt werden 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PGR- Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

6. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Por- 
phyromonas gingivalis dadurch gekennzeichnet, daB 
eine biologische Probe entnonamen wird, in einen An- 
satz einer competitiven quantitativen PGR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Riickwarts-Primer enthalt, die 
an fiir Porphyromonas gingivalis spezifischen Teilse- 
quenzen im 16S rRNA-Gen binden 

und der Ansatz eine definierte Menge einer Standard- 
DNA enthalt, die in einer vorangegangenen PGR-Re- 
aktion unter Verwendung von Riickwarts-Primer und 
einem Hybrid-Primer, der an eine Basenfolge innerhalb 
der mit Vorwarts- und Riickwarts-Primer amplifizier- 
ten Templatesequenz bindet und an seinem 5'-Ende die 
Sequenz des Vorwarts-Primers tragt, hergestellt wurde 
und der an sich bekannte, fiir die PGR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 40 
mal folgendem Temperaturregime unterworfen wird: 
initiale Denaturierung: 10 nun 95**G, Denaturierung: 
1 min 95**G, Annealing: 1 min 55*^0, Extension: 1 min 
72°G, Final Extension: 10 min 72°G 
und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 
segelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bd Verwendung eines der beiden PGR-Primer in 5- 
biotinyUerter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindwide, Digoxigenin- 
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markierie Sonden mitrels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Scxrbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper bestimmt werden 
und anschlieBend aus dem VerhaUnis der beiden ?ro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 5 
zum PCR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

7. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Pre- 
voieila iniermedia dadurch gekennzeichnet, da6 

eine biologische Probe entnommen wird, in einen An- 10 
satz einer competitiven quantitativen PCR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer enthalt, die 
an fur Prevotella intermedia spezifischen Teilsequen- 
zen im 1 6S rRNA-Gen binden 

und der Ansatz eine definiert.e Menge einer Standard- 15 
DNA enthalt, die in einer vorangegangenen PCR-Re- 
aktion unter Verwendung von Vorwarts-Primer und ei- 
ncm Hybrid-Primer, der an cine Bascnfolgc inncrhalb 
der mit Vorwarts- und Riick warts-Primer amplifizier- 
ten Templatesequenz bindet und an seinem 5'-Ende die 20 
Sequenz des Ruckwarts- Primers tragt, heigesiellr. 
wurde 

und der an sich bekannte, fur die PCR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, der Ansatz einschlieB- 
Lich der biologischen Probe 40 uial folgendein Teiiipe- 25 
ratuiregime unterworfen wird: initiale Denaturiening: 
10 min 95**C, Denaturierung: 1 min 95°C, Annealing: 
1 min 60'*C, Extension: 1 min 72°C, Final Extension: 
10 min 72^C 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 30 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 
segelelekirophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR- Primer in 5'- 
biotinylierter Form nach Immobihsieren an fixiertem 35 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigen in- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked OUgonukleo- 
tide Sbrbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper besdmmt werden 40 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PCR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

8. Verfahren zur quantitativen Bestinunung von Eike- 45 
neUa corrodens dadurch gekennzeichnet, da6 

eine biologische Probe entnommen wird, in einen An- 
satz einer competitiven quantitativen PCR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Riickwarts-Primer enthalt, die 
an fur Eikenella corrodens spezifischen Teilsequenzen 50 
im 1 6S rRNA-Gen binden 

und der Ansatz eine definierte Menge einer Standard- 
DNA enthalt, die in einer vorangegangenen PCR-Re- 
aktion unter Verwendung von Vorwarts-Primer und ei- 
nem Hybrid-Primer, der an eine Basenfolge innerhalb 55 . 
der mit Vorwarts- und Ruckwarts-Primer amplifizier- 
ten Templatesequenz bindet und an seinem 5'-Ende die 
Sequenz des Ruckwarts-Primers tragt, heigestellt 
wurde 

und der an sich bekannte, fur die PCR erforderhche 60 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, der Ansatz einschlieB- 
lich der biologischen Probe 40 mal folgendem Tempe- 
reuurreginio untcrworfpn wird: initiale Donoturierung: 
10 min 95°C, Denaturierung: 1 min 95°C, Annealing: 
1 min SS^^C, Extension: 1 min 72°C, Final Extension: 65 
10 min 72^C 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 



segelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Eihidi- 
umbromid durch VideodensitomeU'ie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5'- 
biotinylierter Form nach Tmmobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelier Anti-DIG-Antik5iper bestimmt werden 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PC!!R- Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

9. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eu- 
bakterien in ihrer Summe nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, da6 die fur die Primerbindung benutz- 
len in 16S iRNA-Genen von Eubakierien hochkonser- 
vicrtcn Teilsequenzen 282 Bascnpaarc voncinandcr 
entfemt sind. 

10. Verfaliren nach Anspruch 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Menge Standard-DNA mit Hilfe be- 
kannter absorptionsphotometrischer Methoden vorab 
bestimmt wird und zur erwarteten Menge Bakterien- 
DNA in der Probe korreliert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 2 und 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Hybrid-Primer an eine Basen- 
folge innerhalb der mit Vorwarts- und Ruckwarts-Pri- 
mer an E. coli DNA amplifizierten Templatesequenz 
bindet und an seinem 5'-Ende die Sequenz des Vor- 
warts- Oder Ruckwarts-Primers tragt. 

12. Verfahren zur quantitativai Bestinmiung von Eu- 
bakterien in ihrer Summe nach Anspruch 1, 2, 9 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

eine biologische Probe entnommen wird, in einen An- 
satz einer competitiven quantitativen PCR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer enthalt, die 
an in 16S rRNA-Genen von Eubakterien hochkonser- 
vierte Teilsequenzen binden 

und eine definierte Menge einer Standard-DNA ent- 
halt, die in einer vorangegangenen PCR-Reaktion unter 
Verwendung von Ruckwarts-Primer und einem Hy- 
brid-Primer, der an eine Basenfolge innerhalb der mit 
Vorwarts- und Ruckwarts-Primer amplifizierten Tem- 
platesequenz bindet und an seinem 5'-Ende die Se- 
quenz des Vorwarts-Primers tragt, hergestellt wurde, 
und der an sich bekannte, fur die PCR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, 

der Ansatz einschlieSlich der biologischen Probe 40 
mal folgendem Temperatunregime unterworfen wird: 
initiale Denaturierung: 10 min 95**C, Denaturierung: 
1 min 95**C, Annealing und Extension: 1 min 66**C, Fi- 
nal Extension: 10 min 66^C 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 
segeleiektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5 - 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anri-DIG^Antikdrper bestimmt. werden 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzcnLrationcn und der bekannten Mcngc des 
zum PCR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 
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